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型高速 AFM を用いて、ミオシン V のアクチンフィラメントに沿った歩行運動、回転子の





















イナミックに機能する生体分子の挙動は、高速原子間力顕微鏡 (Atomic Force Microscope: 
AFM)の誕生によって、誰もが簡単に見ることができる時代になりつつある。2001 年に第
一世代の高速 AFM が開発されて以来[1]、様々な低侵襲化、高速化へ向けた技術開発がな




































































置を特定できるようになった。開発した高速 AFM / 蛍光顕微鏡複合機を用いて、Cy3 でラ
ベルしたミオシン V がアクチンフィラメント上を歩く様子を高速 AFM と蛍光顕微鏡で同
時に観察することに成功し、開発した複合顕微鏡がタンパク質一分子レベルで高速 AFM / 
蛍光顕微鏡同時観察が可能であることを実証した[23]。 
 
















1.2.3 金属プローブによる電場増強一分子高速 AFM / 蛍光顕微鏡相
関法の開発－第 4章－ 
光学顕微鏡と高速 AFM の空間分解能および観察視野には大きな隔たりがある。そのため、


























第 2章 高速 AFM / 蛍光顕微鏡複合機の開発 
2.1目的及び概要 
2001 年に第 1 世代の高速 AFM が開発されて以来[1]、様々な高速化、低侵襲化へ向けた
















の分子を特定することもできる。さらに、遺伝子工学技術を用いて GFP (Green 
Fluorescence Protein)[30]などの蛍光性タンパク質を細胞内に発現させれば、AFM では見
ることのできない細胞内部の情報を得ることもできる。このように光学顕微鏡は高速 AFM
では実行し得ない機能を有している。よって、高速 AFM と光学顕微鏡の複合化は高速 AFM
の適用範囲を飛躍的に広げ、生命科学においてさらに有用な装置になると期待される。 
そこで、本研究では光学顕微鏡と同時観察可能なプローブ走査型高速 AFM を製作し、高
速 AFM / 蛍光顕微鏡複合機の開発を行った。プローブ走査型高速 AFM を実現するために、
様々な要素技術の開発を行った。具体的には、レーザー光をカンチレバーの動きに合わせ
て追従させるトラッキング法、カンチレバー走査用スキャナー、コンパクトな光てこ光学







AFM の観察箇所を容易に決めることができるようになった。ミオシン V-HMM を Cy3 で
染色し、アクチンフィラメントに沿った歩行運動を高速 AFM と 蛍光顕微鏡で同時に観察

















で、CCD カメラで光学像を取得することもできない。そこで、高速 AFM の走査機構を、
サンプル走査方式からプローブ(カンチレバー)を走査するプローブ走査方式に変更した。プ
ローブ走査方式では、高速 AFM 装置を顕微鏡上部に配置するができ(図 2-1)、カンチレバ
ーが光学顕微鏡の視野を塞ぐことなく高速 AFM 観察が可能である。また、カンチレバーを
XYZ 方向に走査するので試料ステージを固定することができる。さらに、従来の高速 AFM
では試料ステージが直径 1.5 mm、高さ 2 mm 程度の小さなガラスステージに限られていた
が[31]、プローブ走査型では細胞培養に用いられるシャーレやスライドガラスを直接試料ス
テージとして使うこともできる。 
図 2-1 にプローブ走査型高速 AFM の光学系を示す。カンチレバーの変位検出はサンプル
走査型と同じ光てこ法を用いる。一般的な蛍光顕微鏡観察で使用される蛍光色素は可視域
の蛍光を発するので、試料が発する蛍光との干渉を避けるため、AFM レーザーは波長 780 
nm の近赤外レーザー(L780P010, Thorlabs, Newton, NJ, USA)を使用した。レーザー光は
戻り光ノイズを軽減するために高周波重畳回路を介して駆動される[32]。レーザー光は長作
動距離の対物レンズ(CFI L Plan EPI SLWD、株式会社ニコン, 東京)を用いてカンチレバー
(BL-AC10DS-A2, オリンパス株式会社, 東京)へ集光される。対物レンズを除くすべての光
学部品; コリメートレンズ(LT110P-B, Thorlabs, Newton, NJ, USA)、偏光ビームスプリッ
ター(PBS103, Thorlabs, Newton, NJ, USA)、水晶波長板(WPQ-7800-4M, シグマ光機株式
会社、大阪)、ダイクロイックミラー(NT64-464,Edmond Optics, Newton, NJ, USA)、フォ
ーカスレンズ(LA1074-B, Thorlabs, Newton, NJ, USA)、2 分割フォトダイオードセンサー
(KA4PDAPCB, Graviton Inc, CA, USA)は近赤外域に波長を合わせている。 






ー(AD15F, Thorlabs, Newton, NJ, USA)で固定され、回転、縦横方向に動かすことが可能








(MHM4-15, 株式会社ミツトヨ, 神奈川)により XY 方向に動かすことができる。AFM ヘッ
ドは 3 点で固定され、3 点のうちの中心部分にステッピングモーター(AM1020-2R-A-0.25- 
8-10+12/5 2050:1, Faulhaber BmbH, Weinheim, Germany)が設置されており、カンチレバ
ーの試料へのアプローチ行う。ステッピングモーターは専用のドライバー(AD-CM-M1S, 










ーの概念図と 3Dモデルを示す。ミラーチルターは 2 つのベースプレートと 4 つの同じピエ
ゾアクチュエーター(AE0203D04、 NEC Tokin 株式会社, 宮城)から構成される。ミラーチ
ルターの上部からカンチレバーを観察し、レーザー光へ位置合わせを行うために 2 つのベ
ースプレートの中心部は穴が開いている。そのため、ミラーはダイクロイックミラー












ーの最大変位 (100 V 印加で 3 μm)、ダイクロイックミラーの大きさ(12.5×12.5 mm2)から
約±4.8×10-4 rad と見積もられた。この最大角度変位と使用する対物レンズの焦点距離 (20 
mm)からレーザービームの最大変位は 19 μm と見積もることができる。この値は実測値 
(約 20 μm)とよく一致した。この最大変位は、タンパク質一分子を対象とする本研究におい
て十分な大きさである。 




ーチルターの共振周波数はおおよそ 2.2 kHz であることがわかった。図 2-4 に X 方向のミ
ラーチルターの走査軌跡を示す。この測定は、周波数特性を取得した時と同様にカンチレ
バーの土台部分にレーザー光を照射しフォトダイオードを用いて計測した。入力した三角








逆算し入力信号に加えることで取り除くことができた(図 2-4 (b)オレンジ線)。 図 2-5 に Y
方向のミラーチルターの周波数特性を示す。この周波数特性は X 方向のミラーチルターと
同様の方法で計測したが、2 分割フォトダイオードで Y 方向の変位を検出するために、フ











とき Z ピエゾアクチュエーターにフィードバック信号は入力されていない。図 2-7 に 650
×650 nm2の範囲を走査したときの振幅値画像を示す。この画像は 256×256 ピクセルで構
成され、フレームレート 1 fps で取得された。図 2-7 (a)に示すように、ミラーチルターを動
かさないときは、画像に大きな傾きがみられる。これは、カンチレバーとレーザースポッ
トの相対位置が変化しカンチレバーからの反射光が減少したためだと考えられ、見かけ上
の振幅値が 1.4 nm 変化したことになる。一方で、ミラーチルターを動かしたとき、画像は
平坦であり振幅値はほとんど変化していない。このことから、比較的広い範囲を走査して
もカンチレバーからの反射光を一定に保つことができることがわかった。図 2-8 にフレーム








図 2-9 にカンチレバー(プローブ)を走査するスキャナーの 3D モデルを示す。Z ピエゾア




エゾアクチュエーターはXピエゾアクチュエーター(AE0203D04, NEC Tokin株式会社, 宮
城)により変位し、X,Z ピエゾアクチュエーターを含んだ全体が Y ピエゾアクチュエーター














会社、神奈川)を使い計測した。スキャナーは電圧増幅器(Z スキャナー; M-2335, 株式会社
メステック、埼玉、XY スキャナー; HJPZ-0.1P×3、松定プレシジション、滋賀)を介して
駆動した。図 2-10 に Z スキャナーの周波数特性を示す。共振周波数はおおよそ 100 kHz
で、この値は片端を固定したときのピエゾアクチュエーター自身の共振周波数とよく一致
した。図 2-11 に X および Y スキャナーの周波数特性を示す。X スキャナーの共振周波数は
約 18 kHz であり、100 ラインを 0.1 秒で走査した時の周波数は 1 kHz になることから、こ
の値は高速走査に関して十分な値だといえる。Y スキャナーの共振周波数はおおよそ 1 kHz
であった。フレームレート 10 fps で画像を取得したときの Y 方向走査周波数は 10 Hzなの
で、共振周波数 1 kHz は十分な値であるといえる。カンチレバースキャナーの XYZ 方向の






カバーガラス(C030401, 松波硝子工業株式会社、大阪)を硫酸：過酸化水素水 = 8 : 1 で
混合したピラニア溶液の中に入れ、気泡がなくなるまで煮沸した。その後、1 枚ずつ超純水






10 × 10 mm2 程度の大きさに切り分けたテフロンシート(965383, ニラコ株式会社、東
京)の中央部分を、パンチプライヤー(445-8841, RS Components, Corby, UK)を用いて 3.5 








付着を防ぐため、密閉容器の中に保存し準備後 1 日以内に使用した。 
 
ミオシン V-HMM 
ミオシン V は R.E.Chenny らの方法[34]によって抽出精製した。精製後、BMV Buffer（20 
mM HEPES-KOH pH7.6, 100 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 2mM mercaptoethan 
-ol）中で氷中保存した。さらに、ミオシン V の尾部をのぞき HMM を得るために次の手順
で消化、精製を行った。 
 
・ ミオシン V を 25 ℃の恒温槽に 5 分つけ、温度を均一にする。 
・ 質量比 200 : 1 =ミオシン V : ProteinaseK (PK) になるように、バッファー(100 mM 
KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 20 mM Imidazole-HCl pH 7.6)に溶かした PK 溶液を
加える。 
・ 10 分後、終濃度が 100 μM になるように Phenylmethylsulphonylfluoide (PMSF) を加
え、反応を停止させる。 









ウサギ骨格筋よりアセトンパウダーを調整し[35]、抽出精製した F アクチン[36] を次の
手順でビオチン化した。 
 
・ F-アクチンに 60 krpm, 1 時間, 4 ℃の条件で超遠心分離（HITACHI himac CS100GXL、
日立製作所、東京）を行う。 
・ 沈殿した F-アクチンを G-buffer 1（20 mM TES-KOH pH7.0, 0.2 mM CaCl2, 0.1 mM 
NaN3, 0.2 mM ATP）でホモジナイズし、超音波（1s、10 回）をかける。 
・ G-buffer 1 で透析（3 時間×3 回）を行う。 
・ 透析後、残存する F-アクチンを G-アクチンにするために超音波をかける。 
・ 超遠心分離(60 krpm, 30 分, 4 ℃) によって完全に F-アクチンを取り除いてから、G-ア
クチンの濃度を測定しその 5 倍モル濃度の biotin-PEAC5-maleimide を加えて、25 ℃
で 1 時間、氷中で 4 時間反応させる。 
・ 終濃度が 5 mM になるように DTT を加えて反応を止めた後、限外濾過精製器を用いて
未反応のビオチンを完全に取り除き、ビオチン化 G アクチンを精製する。 
・ ビオチン化 G-アクチンと無修飾の G-アクチンの比が 1:50 になるように混合する。 







-e) : DPTAP (1,2-dipalmitoyl-3-trimethylammonium-propane) : biotin-cap DPPE(1,2- 











開発したプローブ走査型高速 AFM の性能を評価するために、ミオシン V-HMM のアク
チンフィラメントに沿った歩行運動の観察を行った。ミオシン V はアクチンフィラメント
上で様々な cargo 輸送を担っているモータータンパク質である[37]。ATP の加水分解で生
じたエネルギーを利用し、アクチンフィラメント上を解離することなく長距離にわたって





を記す。バッファーは 25 mM KCl,2 mM MgCl2,1 mM EGTA,20 mM Imidazole-HCl (pH 
7.6)を使用した。 
 
・ リポソーム( DPPC:DPTAP:biotin-cap DPPE = 8.5:0.5:1 )を、100 mM MgCl2 で 0.1 
mg/ml の濃度にする。ハンディソニケータで超音波をかけ、リポソームの粒子径を小さ
くする。 
・ 観察ステージに、滴下し恒温槽で 40 分。70 ℃でインキュベート後、室温で 3 時間反応
させる  
・ 2 ml の MilliQ で未吸着のリポソームを洗い流す。 
・ ストレプトアビジン(5 nM)を滴下し 3 分間反応させる。 
・ 2 ml のバッファーで、未吸着のストレプトアビジンを洗い流す。 
・ ビオチン化-F アクチン(1 μM)を滴下し 15 分間反応させる。 
・ 2 μM ATP を含んだバッファーで洗浄後、ミオシン V-HMM(2 nM)を滴下した後、観察
を行う。 
 
観察結果を図 2-12 に示す。ミオシン V 分子がアクチンフィラメント上をプロセッシブに
移動していく様子を観察することに成功した。フレームレートは 5 fps で走査範囲は 150 × 

































(a)                              (b) 
  
 
(c)                              (d) 
 
図 2-2 プローブ走査型高速 AFM の 3Dモデル(a,b)、写真(c,d) 
(a) 横から見たプローブ走査型高速 AFM の 3D モデル (① IR レーザー, ② コリメート
レンズ、③ 偏光ビームスプリッター、 ④ 集光レンズ, ⑤ 2 分割フォトダイオード、⑥ 波
長板、⑦ ミラーチルター、⑧ 長作動距離対物レンズ、⑨ スキャナー)。(b) 光学顕微鏡ス
テージに設置されているプローブ走査型高速 AFM の 3D モデルの俯瞰図。(c),(d) プローブ








図 2-3ミラーチルターの概念図と 3Dモデル 




図 2-4 X方向ミラーチルターの周波数特性 
















図 2-4 X方向ミラーチルターの走査軌跡 











図 2-5 Y方向ミラーチルターの周波数特性 





図 2-6 Y方向ミラーチルターの走査軌跡 
上段は入力信号、下段はミラーチルターの走査軌跡を示す。X 方向の走査信号の 10 ライン






(a)                            (b) 
 
図 2-7 低速走査時のレーザートラッキング効果の検証 
カンチレバーをXY方向に走査して、振動振幅値を画像化した。走査範囲は 650×650 nm2 
















(a)                                (b) 
 
図 2-8高速走査時のレーザートラッキング効果の検証 
カンチレバーを XY 方向に走査して、振動振幅値を画像化した。走査範囲は 250×250 
















(a)                               (b) 
 
図 2-9プローブ走査高速 AFM のスキャナーの 3Dモデル 




図 2-10 Zスキャナーの周波数特性 
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図 2-11 XYスキャナーの周波数特性 
(a) X スキャナーの周波数特性。赤線はゲイン、黒線は位相の周波数特性を示す。共振周
波数は約 18 kHz であった。(b) Y スキャナーの周波数特性。赤線はゲイン、黒線は位相の




















2 3 4 5 6 7 8 9
10





























2 4 6 8
1























図 2-12 プローブ走査型高速 AFM で捉えたミオシン V-HMMの歩行運動 
アクチンフィラメントの右端から、左端へミオシン V が動いていくのがわかる。フレー





































 𝑛1𝑠𝑖𝑛𝜃1 = 𝑛2𝑠𝑖𝑛𝜃2   (2,1) 
 





  𝑠𝑖𝑛𝜃𝑐 =  
𝑛2






𝐼 = 𝐼0 exp (
−𝑧
𝑑
)     (2,3) 
 
ここで，I0 は界面におけるエバネッセント光の強度、z は界面からの距離，𝑑 はエバネッ
セント光のしみだしの深さ（到達距離）である。しみだしの深さ𝑑 は媒質の屈折率𝑛1,  𝑛2,
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⁄ ≥ 1   (2,7) 
 












レーザー光源は、緑色レーザー(波長:532 nm DPGL-2050F, PHOTOP Technologies. Inc, 
Fujian, China)を使用した。緑色レーザーは、レーザードライバー(LDC-2500S,PHOTOP 
Technologies. Inc, Fujian, China)により、レーザーパワーを変調することができる。光学
顕微鏡筐体は倒立型顕微鏡(Ecripse Ti、 株式会社ニコン、東京)を使用し、カメラはEM-C 
CDカメラ(Ixon3, Andor Technology, Berfast, Northern Ireland)を使用した。対物レンズは










(Di02-R532-25×36, Semrock, Rochester, NY, USA)とエミッションフィルター(FF01-593/ 
40-25, Semrock, Rochester, NY, USA )により励起レーザー光が取り除かれ、顕微鏡筐体内
部にあるレンズL3によってCCDカメラの受光面に集光される。図2-14に蛍光色素Cy3の蛍















































Laser; 緑色レーザー(波長; 532 nm)、BE; ビームエキスパンダー、L1; コリメートレン
ズ、L2; 集光するレンズ (対物レンズ後焦点へレーザー光を集光する。) 、DM; ダイクロ
イックミラー、OM; 対物レンズ、BF; バンドパスフィルター (中心波長; 593 nm) 、L3; 集















図 2-14 Cy3蛍光色素の全反射蛍光顕微鏡(TIRFM)像 
20 秒間撮影した画像のうち 10 秒間隔で画像を示す。CCDカメラの露光時間はおおよそ






図 2-15 蛍光色素一分子の強度時間変化 





























視光を透過するローパスフィルター(BSP01-633R-25, Semrock, Rochester, NY, USA)を 2
枚、CCD カメラの前に取り付けた。また、CCD カメラはファンの振動が AFM 画像に伝搬
するのを防ぐため水冷方式で使用した。プローブ走査型高速 AFM の最大走査範囲は 650 × 





15 μm動かすことができ、カンチレバーを固定してある Z スキャナーを使用して広域の
AFM 画像を取得することも可能である。図 2-17 に広域スキャナーを用いて、撮影した大





 2.2.4 で記した方法と同様にミオシン V を抽出精製し、以下の手順を用いて Cy3-ミオシ
ン V-HMM を得た。 
 
・ 限外濾過精製器(Viva-spin, VIVA Science, Gloucestershire, UK)を使い、保存してある
ミオシン V からメルカプトエタノールを取り除く。 
・ ミオシン V を 25 ℃ の恒温槽に 5 分つけ、温度を均一にする。 
・ ミオシン V に対して、モル比 5 倍の Cy3-maleimide を加える。 
・ 10 分後、質量比 200 : 1 =ミオシン V : ProteinaseK (PK) になるように、バッファー




・ 10 分後、限外濾過精製器(Viva-spin, VIVA Science, Gloucester -shire, UK)を使い、未
反応の Cy3 と PK を完全に取り除いて使用する。 
 
ビオチン化 F-アクチンの Rhodamine-Phalloidin 染色 





200 mM Boric Acid pH9.3 条件下で、5 mg/ml BSA（牛血清アルブミン）に対してモル
比 10 倍の biotin-(AC5)2-Sulfo-Osu を加え、25 ℃で 4 時間反応させる。未反応の biotin を、




ピラニア洗浄後、乾燥させたカバーガラスを 0.2 %ニトロセルロース溶液(酢酸 3-メチル
ブチルに対しコロジオン溶液（2%ニトロセルロース）を 10%の割合で混合することによっ




蛍光顕微鏡観察は、酸素除去剤[41]; (10 mM DTT, 25 mM glucose, 10 nM catalase, 2.5 
uM Glucose oxidase)を含むバッファーで行った。 
 
2.4.3高速 AFM / 蛍光顕微鏡同時観察 
光学顕微鏡ステージに組み込んだ広域スキャナーを用いて、蛍光顕微鏡画像から任意の
場所を高速 AFM で観察できるかを確かめるために、ローダミン染色したアクチンフィラメ












mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 20 mM Imidazole-HCl (pH 7.6)を使用した。 
 
・ ニトロセルロース処理観察ステージに、ビオチン化 BSA(1 μM, 10 μl)を滴下し 3 分間
インキュベートする。 
・ 未吸着のビオチン化 BSA をバッファーで洗い流し、ストレプトアビジン(2 μM, 10 μl)
を滴下し、3 分間インキュベートする。 
・ 未吸着のストレプトアビジンをバッファーで洗い流し、ローダミンファロイジンで染色
したビオチン化 F-アクチン(0.2 μM, 10 μl)を滴下し 10 分間、インキュベートする。 
・ バッファーで洗浄後、観察を行う。 
 
広域 AFM と蛍光顕微鏡、高速 AFM から得られた同視野画像を図 2-18 に示す。光学顕
微鏡像と広域 AFM 像で、同様のアクチンフィラメントの像を観察することができた。広域





の観察を行った。観察手順を以下に示す。観察バッファーは、25 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 
mM EGTA, 20 mM Imidazole-HCl (pH 7.6)を使用した。 
 
・ リポソーム( DPPC:DPTAP:biotin-cap DPPE = 8.5:0.5:1 )を、100 mM MgCl2 で 0.1 
mg/ml の濃度にする。ハンディソニケータで超音波をかけ、リポソームの粒子径を小さ
くする。 




・ MilliQ (2 ml)で、未吸着のリポソームを洗い流す。 
・ ストレプトアビジン(5 nM, 10 μl)を滴下し、3 分間反応させる。 
・ バッファー(3 ml)で、未吸着のストレプトアビジンを洗い流す。 
・ ビオチン化-F アクチン(1 μM, 10 μl)を滴下し、15 分間反応させる。 




/ 蛍光顕微鏡の同時観察像を示す。0 s では、まだ AFM 画像にミオシン V が現れていない
が 0.99 s の時に AFM 画像にミオシンが現れ、それと同時に蛍光顕微鏡画像に蛍光スポッ
トが現れる。AFM 画像では、ハンドオーバーハンド運動でミオシンが右上から左下へ移動
していく。一方、蛍光顕微鏡画像では、わずかに蛍光スポットが左下へ移動していく。こ
の結果から、開発した高速 AFM / 蛍光顕微鏡複合機が、タンパク質 1 分子の動態を同時に
同視野で観察できる装置であることを実証することができた[23]。 
しかし、このときの観察では高速 AFM と蛍光顕微鏡の観察視野の大きさの違いから、分
子の詳細な動きを解析することはできず、AFM と蛍光画像の相関は 8 フレーム(2.67 秒)の



















図 2-17 広域スキャナーを用いて撮影された大腸菌の AFM 像 
ガラス基板を 0.1%Poly-L-Lysine コートした後、一旦乾燥させた。大腸菌を 30 分間イン
キュベートした後、未吸着のバクテリアを洗い流して観察した。AFM 像の走査範囲は 5 × 5 





図 2-18 蛍光顕微鏡と広域 AFM、高速 AFM によるアクチンフィラメントの同視野観察 
左図は蛍光顕微鏡像( スケールバー; 2 μm )、右図は広域 AFM 像( スケールバー; 500 
nm) 、右図内にある挿入図は高速 AFM 像( スケールバー; 40 nm ) を示す。右上の高速
AFM 像のフレームレートは 2 fps で左下の画像のフレームレートは 8.3 fps であった。 
 
 
     
図 2-19 ミオシン Vの高速 AFM / 蛍光顕微鏡による同時観察像 
フレームレートは、3 fps であった。CCDカメラの露光時間を AFM の画像取得時間に設
定し、AFM のトリガー信号と同時に露光を開始して、AFM と蛍光顕微鏡で画像を同時に


















一分子蛍光顕微鏡に搭載し、Cy3 でラベルしたミオシン V がダイナミックに動く様子を高
速 AFM と蛍光顕微鏡で同時に観察することに成功し、本複合顕微鏡が一分子レベルでタン
パク質の挙動を同時に観察できる装置であることを実証した。 



























型高速 AFM[21,23]の誕生に伴い、従来の高速 AFM では得ることが難しかった情報を得る
ことができるようになった。例えば、プローブ走査型高速 AFM を全反射蛍光顕微鏡
















従来の試料を走査するサンプル走査型高速 AFM の Z スキャナーは、小さなガラスステー
ジ(直径 1.5 mm、高さ 2 mm、質量 8 mg)を走査する。一方で、プローブ走査型高速 AFM
の Z スキャナーは、カンチレバーホルダー(体積 ~3 × 3 × 3 mm3 、質量 ~32 mg)とカンチ








































動した。図 3-1 に測定法の模式図を示す。Z スキャナーには積層型ピエゾアクチュエーター
(AE0203D04F、NEC Tokin, 宮城、体積 2 × 3 × 5 mm3、自己共振周波数 261 kHz、最大
変位 4.6 μm)を使用した。Z ピエゾアクチュエーターは、XY スキャナーによって動かすこ




いる。図 3-2 にスキャナーに設置された Z ピエゾアクチュエーターの周波数特性を示す。









































したときの周波数特性を示す。共振周波数はおおよそ 100 kHz であり、スペクトルの形状
はカンチレバーホルダーのみのスペクトルと低周波領域の小さな振動を除いて大きな違い






図 3-10 に two-prop スキャナーの模式図を示す。基本的な機構は single-prop モデルと同
じである。ネジ穴のある柱を Z ピエゾアクチュエーターの両側に設置した。ネジ穴の大き
さは M1×0.25 で柱を貫通している。カンチレバーを押さえるプレートは、ネジによって 2
つの柱を橋渡ししている。single-prop モデルと同様に、カンチレバーの土台が接するプレ
ートの裏側には、弾性体が取り付けられている。図 3-11 にこの固定法を用いたときの周波




周波数が支柱を設けない時と比べて、それぞれ 18 kHzから 10 kHz (Xスキャナー)、1.5 kHz
から 1.3 kHz (Y スキャナー)へ低下した。しかし、この X スキャナーの共振周波数の値は十
分逆フーリエ関数補償法を用いることによって補障することが可能な範囲である(図 3-12)。
Y スキャナーの共振周波数の値は、高速 AFM イメージングにとって十分な値である。ここ
で、Z ピエゾアクチュエーターを上から押さえることによる圧電定数への影響について記す。
接着剤を使用してカンチレバーを固定したときのZスキャナーの圧電定数は18.17 nm/Vで









社、大阪) に 5×5 mm2の大きさに切り取ったマイカ (990065, 株式会社ニラコ、東京) を
接着剤で貼り付けて作製した。観察ステージは、使用する直前に撥水剤（FS-101Z-0.5, 株
式会社フロロテクノロジー、愛知）をマイカの周りに塗布し、アルミブロック恒温槽 





の ATP 加水分解に伴う構造変化の観察を行った。F1-ATPase は α サブユニットと βサブユ
ニットが 3 つずつ交互に円状に配置され、その中心部に γ サブユニットが突き刺さった構







・ マイカを劈開し 0.1%アミノシランを滴下し 3 分間インキュベートする。 
・ 超純水で洗浄した後、0.1%グルタルアルデヒドを滴下し 3 分間インキュベートする。 
・ バッファーA (10 mM HEPES-NaOH (pH 7.4), 10 mM KCl, 5 mM MgSO4)で洗浄後、
10 nM α3β3複合体を滴下し 3 分間インキュベートする。 
・ バッファーB (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 2 mM MgCl2)で未吸着の α3β3複合体を洗い流
す。 
・ カンチレバーを基板へアプローチさせた後、終濃度 2 μM になるように ATP を加えて
観察を行う。 
 




変化を起こす頻度は、従来の高速 AFM を用いた結果[8]とよく一致した。 
次に、開発したスキャナーの達成可能な最高時間分解能を調べるために、アクチンフィ
ラメントの観察を行った。アクチンフィラメントは第2章2.4と同じようにして調製された。
観察バッファーは 25 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 20 mM Imidazole-HCl (pH 
7.6)を使用した。以下に観察手順を示す。 
 
・ マイカを劈開し 0.1%アミノシランを滴下し 3 分間インキュベートする。 




図 3-14 にそれぞれ、5, 10, 12.5 fps のフレームレートで撮影されたアクチンフィラメン
トの高速 AFM 像を示す。アクチンフィラメントは、アミノシランコートしたマイカ基板に
ゆるやかに固定されている。図 3-13 (c)では、フレームレート 12.5 fps においても、アクチ
ンフィラメントはプローブによって破壊されることはなく、36 nm の螺旋状のピッチが綺




































図 3-2 Zピエゾアクチュエーターをスキャナーに取り付けたときの周波数特性 





図 3-3 電荷回路を用いて測定した Zピエゾアクチュエーターの周波数特性 
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図 3-4 プレートスプリングを用いたカンチレバー固定法の模式図 












図 3-6 ネジを用いたカンチレバー固定法の模式図 














図 3-8 single-propモデルを用いたカンチレバー固定法の模式図 













図 3-10 two-propモデルを用いたカンチレバー固定法の模式図 



















いることでスキャナーの動きの歪みを取り除くことが出来た。走査周波数は 3.45 kHz で X





図 3-13 新しく開発したスキャナー用いた回転子のない F1-ATPaseの高速 AFM 観察 
フレームレートは 7.14 fps(0.14 sec/frame)であった。各画像の赤い丸は画像の中の最も
高いピクセルを表す。スケールバーは 2 nm を表す。 
 
 
図 3-14 新しく開発したスキャナーを用いたアクチンフィラメントの高速 AFM 観察 
フレームレートはそれぞれ、(a) 5 fps (0.2 sec/frame)、(b) 10 fps (0.1sec/frame)、(c) 12.5 










































第 4 章 金属プローブによる電場増強一分子高速
AFM/蛍光顕微鏡相関法の開発 
4.1目的と概要 





回折限界により従来の光学顕微鏡の空間分解能は 200 nm 以下である。これは高速 AFM の
空間分解能に比べて大きく劣っている。また、光学顕微鏡画像を構成する 1 ピクセルの大
きさは、おおよそ 5× 103 nm2であり全体の視野の大きさは 1000 μm2を上回る。一方で、
高速 AFM 画像では 1 ピクセル、1 nm2 以下で構成され走査範囲は 0.05 μm2以下である。
このような観察視野の違いから、正確に高速 AFM 像と光学顕微鏡像を関連付けることが難
しいと考えられる。この問題を解決するために第 2 章では、光学顕微鏡ステージに広域 XY
スキャナーを組み込んだ。しかし、この手法は分子が基板に固定された観察系においてプ
ローブの位置決め等には有効であったが、分子の挙動が絶えず変化する一分子観察におい
ては有効ではなかった。第 2 章においてタンパク質一分子の高速 AFM と蛍光顕微鏡の同時
観察に成功したが、その画像は数フレームに限られ正確な分子の動きの相関を取ることは
できなかった。また、通常の 1 分子観察では背景光の増大を防ぐため、使用される試料濃















































高速 AFM / 蛍光顕微鏡複合機の装置構成は第 2 章で記したものと同じである。また、カ
















チレバー(BL-AC10DS-A2, オリンパス株式会社、東京)へ電子顕微鏡(SUPRA40VP, Carl 
Zeiss, Thornwood, NY, USA)を用いて、フェノールガス雰囲気下で 2 分間電子線照射(EBD: 
Electron beam deposition)して作成した[31]。このとき、プローブの長さはおおよそ 1 μm、
先端の曲率半径はおおよそ 5 nm であった。金属粒子は可視域にプラズモン共鳴があること、
散乱効率の高さ[67]から直径 80 nm の金コロイド(741981, Sigma-Aldrich, Poole, Dorset, 
UK)を使用した。図 4-3 に AFM で撮影した金コロイドの画像を示す。金コロイドは、高塩
濃度条件下(1 M KCl)でガラス基板にインキュベートし、超純水で未吸着の金コロイドを洗
い流して観察した。対物レンズ型の暗視野顕微鏡を用いて任意の金コロイドを AFM プロー









ラズマエッチング(PE-2000, South Bay Technology, Redondo Beach, CA、USA)を行った。
カンチレバーをコートする金属は、安価で散乱効率が高く可視域にプラズモン共鳴を持つ
銀(φ50 mm2, 厚さ2 mm)を使用した。コーティングはアルゴンガス雰囲気下8.0×10-1 Pa、
電流 50 mA で行い、カンチレバーと銀ターゲット間の距離は 10 cm に設定した。蒸着の際
は、マグネットの磁力を弱め膜厚の制御をしやすくするため、ニッケル(φ50 mm2, 厚さ 1 
mm)と銀の蒸着源を併用した。図 4-5 に銀コートしたプローブの電子顕微鏡画像を示す。














一分子蛍光観察を行った。GroES の Cy3 標識は 4.2.6 で詳しく述べる。Cy3-GroESは、直
接ガラス基板に固定された。図 4-7(a, b)に Cy3-GroES の蛍光像を示す。プローブが色素の
近傍にある時の最大蛍光輝度は 246 (arbitrary unit ,a.u.)であった。一方で色素のみを励起
した時の最大蛍光輝度は 90 (a.u.)であり 2 倍程度の蛍光増強を達成することができた。こ
のときのレーザーパワーは 0.17 μW/μm2でフレームレートは 29 fps であった。また、金属
プローブ自身からも蛍光の発光を観察した(図 4-7 c)。このときの最大蛍光輝度は 60 (a.u.)
65 
 
であった。このプローブから発せられる光については 4.2.5 で議論する。 
次に、蛍光ビーズを高速 AFM と蛍光顕微鏡で同時観察を行った。蛍光ビーズは、ニュー
トラアビジンでコートされた直径 40 nm の蛍光ビーズ (F-8771, Life Technologies, 
Gaithersburg, MD)を用いた。図 4-8 (b)に蛍光ビーズの AFM 像を示す。蛍光ビーズは直接
ガラス基板に固定した後、未吸着のビーズをバッファー(20 mM HEPES-KOH(pH7.6), 100 







4.2.4 蛍光色素一分子の S/N(Signal to Noise)比 




𝑆𝑁𝑅 =  (𝐼𝑠 − 𝐼𝑏)/√𝜎𝑠2 + 𝜎𝑏
2  (4,1) 
 
ここで、 𝐼𝑠は蛍光スポットを含むシグナル強度、 𝐼𝑏は画像のバックグラウンドの強度、𝜎𝑠 
と𝜎𝑏はそれぞれ蛍光シグナルとバックグラウンドの標準偏差である。Cy3 ラベルした
GroES をガラス基板に固定し、金属プローブを色素に近づけて蛍光を測定した。シグナル
強度は蛍光スポットを中心に含む 8×8 ピクセル(616 × 616 nm2)の領域を計算した。図 4-10
に各レーザー強度における一分子蛍光の S/N 比を示す。赤色のデータが金属プローブ存在
下の蛍光の S/N 比、青色のデータが金属プローブ非存在下の S/N 比である。通常の蛍光観










画像を示す。このとき蛍光像は緑色レーザー (波長 532 nm)で励起し、波長 573 nm から
613 nm の光を透過するバンドパスフィルター(FF01-593/40-25, Semrock, Rochester, NY, 
USA )を用いて観察した。各スポットを見やすくするため図 4-11 (a)を 2 値化した画像を図






(EP-8500, 日本分光株式会社 JASCO Corporation、東京)を用いた蛍光スペクトル解析を
行った。図 4-13 に波長 530 nm の光で励起した金コロイド(直径 80 nm)の蛍光スペクトル
を示す。励起波長(530 nm)に金コロイドの散乱光に由来する鋭いピークが観察された。図
4-13 (b)に励起波長から高波長領域を拡大した蛍光スペクトルを示す。波長 625 nm の小さ
なピークがあることがわかる。図 4-14 に波長 488 nm の光で励起した蛍光スペクトルを示
す。530 nm で励起した時と同様に励起波長に由来する鋭い大きなピークがみられ、励起波
長から高波長領域に小さなピークが観察された(図 4-14b)。波長 630 nm の光で励起した時
も同様に、高波長領域に小さなピークが観察された(図 4-15)。さらに、この高波長領域の小
さなピークは異なる大きさの金コロイドを用いても観察され(図 4-16, 4-17)、銀コロイド












プローブを金属修飾し、比較的高濃度蛍光試料条件下で高速 AFM / 蛍光顕微鏡同時観察
を行った。蛍光顕微鏡視野における AFM 観察の位置は、プローブから発せられる蛍光領域
の光と散乱光から正確に決定することが出来た。高速 AFM と蛍光顕微鏡の同時観察は、
CCD カメラの露光時間を AFM の画像取得時間に合わせて同期して行った。 
はじめに、GroEL と Cy3 でラベルした GroES の ATP 加水分解反応に伴う結合/解離の
観察を行った。GroEL と GroESはタンパク質のフォールディングを助ける分子シャペロニ
ンである[69]。GroEL は ATP の加水分解と GroES の結合/解離によってリボソームから新
生したポリペプチド鎖と結合してタンパク質が凝集することを防ぐ役割がある。GroEL は
ATP の結合により、開構造をとり GroES が結合できる状態となる。GroES の結合/解離後
の ADP の解離によって閉構造へと戻る[69]。この ATP 加水分解反応に伴う GroEL/ES の
結合解離過程を高速 AFM と蛍光顕微鏡で同時観察を行った。観察で使用する GroEL 
(C7688)、GroES(C7438)と BSA (A2153) は Sigma-Aldrich から購入した。GroESの Cy3
標識は、200 mM NaHCO3 (pH8.6) 条件下で GroES にアミノ基反応性 Cy3 (11020, 
Lumiprobe Corp. Hallandale Beach, FL, USA)をモル比 1:20 で加え 25 ℃で 2 時間、氷中
で 1 晩インキュベートして行った。未反応の Cy3 は限外濾過精製器(Viva-spin,VIVA Scie 
-nce, Gloucestershire, UK)を用いて完全に取り除いた。GroES の濃度は Lowry 法を用いて、
Cy3 の濃度は 550 nm の吸光係数からそれぞれ算出した。このとき、ラベル率は 1.06 であ
った。観察バッファーは、20 mM HEPES-KOH (pH 7.6), 100 mM KCl, 5 mM MgCl2を使
用した。観察手順を以下に示す。 
 
・ 洗浄カバーガラスを 0.1 mg/ml の poly-l-lysine でコートする。 
・ 3 分後、超純水で洗い流し、1 mg/ml の GroEL を滴下しインキュベートする。 
・ 3 分後、バッファーで未吸着の GroEL を洗い流した後、基板への GroES の非特異的吸
着を抑制するため、0.5 mg/ml の BSA を滴下しインキュベートする。 
・ 未吸着の BSA をバッファーで洗い流した後、33 nM の Cy3-GroES、20 μM の ATP
を含むバッファーで観察を行う。 
 
観察系の模式図を図 4-22 (a)に示す。図 4-22 (b, c)に GroEL/ES の高速 AFM / 蛍光顕微
鏡による同時観察像を示す。上述したように金属修飾プローブは蛍光領域の光を発するの
で、蛍光分子の結合/解離をわかりやすくするため、各蛍光像から 0 s の画像を引いた差分
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蛍光像を図 4-22 (d)に示す。poly-l-lysine でコートしたガラス基板へ GroEL はマイカ基板
を用いた時と同じように、GroESが結合するサブユニットを上向きにして固定された[70]。
図 4-22 (b)に示すように 1 s のとき GroESが矢印で示す GroEL に結合し、同時に差分蛍光
像にも蛍光スポットが現れた。4 s のとき GroES は GroEL から解離し、差分蛍光像から蛍
光スポットが消失した。このとき、Cy3-GroES の濃度は 33 nM であり GroES/EL の加水
分解反応を一分子蛍光観察した実験と比べて約 8 倍の濃度[71]で計測することが出来た。 
次に、蛍光標識したキチナーゼがキチン結晶上で運動する様子の高速 AFM と蛍光顕微鏡
で同時観察を行った。キチンは、カニの甲羅やエビの殻、昆虫、キノコ、カビなどに含ま







(0.02 %, w/v, 8 μl)をスピンコーティング(3000 rpm, 10 秒、ACT-220DII、株式会社アクテ
ィブ、埼玉)によって固定した後、52 nM キチナーゼを含んだバッファーで観察を行った。
図 4-23、4-24 に高速 AFM/蛍光顕微鏡同時観察像を示す。図 4-23 では、0.33 s のとき 3 つ
のキチナーゼがチキンへ結合し左上部へ移動した後、0.99 s で解離している。同時に取得し
た差分蛍光像でも 0.33 s のとき蛍光スポットが現れ、0.99 s のとき消失している。図 4-24




考えられる。このとき Cy3-キチナーゼの濃度は 52 nM であり、一般的な一分子蛍光観察で
















実験で使用した Cy3 ラベルされた TrCel7A、セルロースは自然科学研究機構岡崎統合バイ
オセンターの飯野亮太教授から提供していただいた。観察は酢酸バッファー(pH 5.0)で行っ
た。ガラス基板へセルロース(0.02 %, w/v, 8 μl)をスピンコーティング(3000 rpm, 10 秒、
ACT-220DII、株式会社アクティブ、埼玉)で固定した後、430 pM TrCel7A を含んだバッフ
ァーで観察を行った。図 4-25 に同時取得した高速 AFM /蛍光顕微鏡像を示す。0.5 s のと
きに高速 AFM 像で TrCel7A がセルロース上へ結合(青矢印)し、左方向へ移動して 18 s に
解離したことがわかる。差分蛍光像でも 0.5 s に蛍光スポットが現れ 18 s で、高速 AFM 像
と同時に消失した。この AFM 像と蛍光像の相関は 36 フレームの間続き、AFM と蛍光画
像から得られた TrCel7A の移動距離はよく一致した (図 4-26)。このときの Cy3-TrCel7A
の濃度は 430 pM であった。これは、TrCel7A を用いた一分子蛍光イメージング実験と比
















図 4-1 対物レンズ型暗視野顕微鏡の模式図 
Laser; 緑色レーザー(波; 532 nm)、BE; ビームエキスパンダー、ND; 減光フィルター、











図 4-2対物レンズ型暗視野顕微鏡で観察した直径 80 nmの金コロイド 
金コロイドを 1 M KOH 条件でガラス基板へ固定した後、超純水で未吸着の金コロイド




図 4-3 直径 80 nmの金コロイドの AFM 画像。 
(a) 金コロイドの AFM 像。1 M KCl 条件でガラス基板へ固定した後、超純水で未吸着の







図 4-4 プローブへの金コロイドの取り付け 
(a,c) プローブへ取り付ける金コロイドの(a) AFM 像と(c) 暗視野像。(b,d) プローブへ金






(a) 銀コーティング前のプローブの電子顕微鏡像。(b) 1 分間銀コーティングした後のプ







図 4-6 カンチレバーの熱揺らぎを測定 
 上段は金属コーティングする前のカンチレバーの熱揺らぎ、下段は 2 分間銀コーティン
グした後のカンチレバーの熱揺らぎを示す。共振周波数はそれぞれ、コーティング前では




     
図 4-7 金属プローブによる一分子蛍光の増強 
(a-c) Cy3-GroES の蛍光顕微鏡像。CCDカメラの露光時間は 29 ms で、レーザーパワー
は 0.17μW/μm2であった。(a) 金属プローブなし、(b) 金属プローブありのときの Cy3 の
蛍光顕微鏡像。(c) 蛍光色素なしで金属プローブのみの蛍光顕微鏡像。(d-f) (a-c)中の四角の




図 4-8 金属修飾プローブによる蛍光の増強 
(a) 高速 AFM/蛍光顕微鏡同時観察を行った時のビーズの連続蛍光顕微鏡像。高速 AFM
のフレームレートは 1 fps で、走査範囲は 300 × 300nm2 (100 × 100 ピクセル)であった。
蛍光画像を取得する CCD カメラのフレームレートは 29 fps であった。(b) 蛍光ビーズの
AFM 像。(c) AFM 像で示した白線に沿ったラインプロファイル。(d) 蛍光ビーズの蛍光強

















図 4-9 様々なフレームレートで蛍光ビーズの蛍光強度時間変化を計測。 
カンチレバーの周期(イメージングレート)は上段からそれぞれ、2 sec, 1 sec, 0.75 sec, 0.5 






図 4-10 一分子蛍光の S/N比を計測 
赤は金属プローブ存在下、青はプローブなしの場合の S/N 比を示す。丸のデータは各レ












顕微鏡では観察されなかった。(b) (a)の画像を 2 値化した像。(c) 暗視野顕微鏡で金コロイ

















図 4-12 銀コートプローブの蛍光顕微鏡観察 
(a) 銀コートプローブを蛍光顕微鏡観察条件で観察した像。(b) (a)の画像を 2 値化した像。





















図 4-13 直径 80 nmの金コロイドの蛍光スペクトル 
(a) 波長 530 nm の光で励起し、波長 400 nm から 700 nm の光を測定した。(b) (a)の波








































































図 4-14 直径 80 nmの金コロイドの蛍光スペクトル 
(a) 波長 488 nm の光で励起し、波長 400 nm から 700 nm の光を測定した。(b) (a)の波






































































図 4-15 直径 80 nmの金コロイドの蛍光スペクトル 
(a) 波長 630 nm の光で励起し、波長 500 nm から 750 nm の光を測定した。(b) (a)の波





































































図 4-16 直径 130 nmの金コロイドの蛍光スペクトル 




図 4-17 直径 60 nmの金コロイドの蛍光スペクトル 






































































図 4-18 直径 60 nmの銀コロイドの蛍光スペクトル 




図 4-19 直径 60 nmの銀コロイドの蛍光スペクトル 













図 4-20 様々なフレームレートで走査して、金属プローブから発せられる光の安定性を検証。 
(a) 様々なフレームレート(赤線; 5 fps, オレンジ線; 3 fps, 緑線; 2 fps, 青線; 1 fps)でガ
ラス表面をイメージングした時の、金属修飾プローブから発せられる光のタイムコース(10 
× 10 pixels, 1 pixel = 77 nm)。高速 AFM の走査範囲は 200 ×100 nm2であった。ピンク線
は比較のための、一分子蛍光の蛍光強度のタイムコースを示し、110 s あたりで退色してい
る。(b) 様々なフレームレート (赤線; 5 fps, オレンジ線; 3 fps, 緑線; 2 fps, 青線; 1 fps)で
ガラス表面をイメージングした時の、プローブから発せられる光の Y 方向に対する重心位
置のタイムコース。 (c) 様々なフレームレート(赤線; 5 fps, オレンジ線; 3 fps, 緑線; 2 fps, 











図 4-21 様々な凹凸の表面を走査した時の金属プローブからの発光の安定性を検証。 
(a) ガラス表面、 (b) 2.5 μg/ml アビジン、 (c) 8 μg/ml アビジンの高速 AFM 像。フレー
ムレートは 2 fps あった。(d) 赤、黄緑、青線は、それぞれ(a), (b), (c)の表面で測定したプ
ローブからの発光のタイムコース(10 × 10 pixels, 1 pixel = 77 nm)を示す。(e) 赤、黄緑、
青線は、それぞれ(a), (b), (c)の表面で測定したプローブからの発光の Y 方向に対する重心位
置のタイムコースを示す。(f) 赤、黄緑、青線は、それぞれ(a), (b), (c)の表面で測定したプ




図 4-22 GroEL/ES相互作用の高速 AFM/蛍光顕微鏡同時観察 
(a) 観察系の模式図。(b) GroEL/ESの高速 AFM 像。1 s のとき GroES が GroEL に結合
(白矢印)し、4 s のときに解離している。フレームレートは 1 fps であった。(c) Cy3-GroES
の蛍光顕微鏡像。(d) 蛍光像(c)から得られた差分蛍光像。各蛍光像から 0 s の像を差分して









図 4-23キチン上を動く Cy3-キチナーゼの高速 AFM/蛍光顕微鏡同時観察 
(a) キチン上を動く Cy3-キチナーゼの高速 AFM 像。0.33 s のときに 3 つの Cy3-キチナ
ーゼがキチンへ結合し左上へ移動した後、0.99 s のときにキチンから解離している。フレー
ムレートは 3 fps であった。(b) Cy3-キチナーゼの蛍光顕微鏡像。(c) 蛍光像(b)から得られ
た差分蛍光像。各蛍光像から 0 s の像を差分して作成した。0.33 s のときに蛍光スポットが
















図 4-24キチンへ結合/解離する Cy3-キチナーゼの高速 AFM/蛍光顕微鏡同時観察 
(a) キチンへ結合する Cy3-キチナーゼの高速 AFM 像。0.33 s のときに Cy3-キチナーゼ
がキチンへ結合し、0.66 sのときに解離している。フレームレートは 3 fpsであった。(b) Cy3-
キチナーゼの蛍光顕微鏡像。(c) 蛍光像(b)から得られた差分蛍光像。各蛍光像から 0s の像












図 4-25 Cy3-TrCel7Aの高速 AFM/蛍光顕微鏡同時観察 
(a) Cy3-TrCel7A の高速 AFM 像。0.5 s にセルロース結晶へ結合(青矢印)し、左方向へ移
動し 18.0 s にセルロースから解離している。フレームレートは 0.5 fps であった。(b) Cy3- 
TrCel7A の蛍光顕微鏡像。(c) 蛍光像(b)から得られた差分蛍光像。各蛍光像から 0.0 s の像













図 4-26 TrCel7Aの運動の高速 AFM と蛍光画像の相関 
(a) Cy3-TrCel7Aが結合したセルロースの高さと蛍光強度のタイムコース。青線は、 AFM
画像から得られた高さの時間変化でピンク線は 蛍光像から得られた蛍光強度の時間変化












蛍光を増強できなかった(図 4-27)。一方で Novotny らは金コロイドを使い 8 倍[61]、Gerton






ブ先端から 50 nm の位置であった。最も電場が増強される金コロイドと蛍光分子間の距離
は 2 nm であるという[61]。2 つめの理由として、プローブを金属コートする場合では、金
属コートの膜の厚さにあると考えている。4.2.2 でも述べたように本研究での金属膜の厚さ






































































































   (5.1) 
 
ここで、λは使用するレーザー光の波長、NAは対物レンズの開口数を表す。波長が 530 nm



















がら、走査型プローブ顕微鏡(Scanning Probe Microscope; SPM)を基盤技術としているた
め、走査速度が遅く1画像取得するのに分のオーダーを必要としていた。このことが、SNOM
の生命科学分野への応用を制限してきた要因であるといえる。 









ングした結果、3.5 秒の時間分解能で光の回折限界を大きく上回る 87 nm の空間分解能を
達成することができた。再現性の低さや一分子蛍光計測における色素の退色、ブリンキン
グなど解決しなければならない課題はあるが、この成果から一分子レベルの超解像光学/高

















































図 5-1 表面プラズモン共鳴の模式図 






















図 5-3 に走査型近接場光顕微鏡の光学系を示す。励起レーザーは波長 532 nm の緑色レー
ザー(DPGL-2050F, PHOTOP Technologies. Inc, Fujian, China)を使用した。光学顕微鏡筐
体は倒立型顕微鏡(ECRIPSE Ti, 株式会社ニコン、東京)を使用した。レーザーパワーは、
レーザードライバー(LDC-2500S,PHOTOP Technologies. Inc, Fujian, China)により、変調
することが可能である。レーザー光は、ビーム径を広げたのち λ/2 波長板(WPQ-5320-2M, 
シグマ光機株式会社、大阪)によって縦方向に偏光させられ、分割変更素子(Zpol-532-QzM-8, 
ナノフォトン株式会社、大阪)を用いて集光面において基板に対して垂直方向に偏光させら
れる[80]。対物レンズは開口数 (NA) 1.4 の油浸対物レンズ(APON 60XOTIRFM, オリンパ
ス株式会社、東京)を用いた。基板表面にエバネッセント場を形成させるため、レーザーの
中心部をマスクし、対物レンズの高 NA 領域にのみレーザー光が入射させられる[87]。試料
から発せられた蛍光は、ダイクロイックミラー(Di02-R532-25×36, Semrock, Rochester, NY, 
USA)と励起レーザー光を遮断するハイパスフィルター (BLP01-532R-25, Semrock, 
Rochester, NY, USA)、AFM の変位検出に使用する近赤外レーザーを遮断する 2 枚のロー
パスフィルター(BSP01-633R-25, Semrock, Rochester, NY, USA)を介してアバランシェフ
ォトダイオード(SPCM-AQRH-16, Excelitas Technologies Corp, Waltham, MA, USA)に集
光させられる。アバランシェフォトダイオードによって計測した蛍光は、一光子ごとにパ
ルス信号に変換されカウンターボード(PCI-632206, 株式会社インターフェース、広島)を用
いて計測される。アバランシェフォトダイオードは XY ステージ(B27-100AR, 駿河精機株
式会社、静岡)と Z ステージ(TSD-1201SH, シグマ光機株式会社、大阪)に搭載され XYZ 方
向に動かすことができ、集光点へ露光面を合わせることができる。試料から発せられた蛍
光は AFM カンチレバーの各 XY 位置と同期して計測され、光学像を構築する。画像取得ソ
フトウェアは、Igor Pro (WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA)と C 言語を用いて開発し
た。プローブ走査型高速 AFM は第 2 章で述べたものと同じである。図 5-4 (a)にフォトダ
イオードを使って取得したローダミン染色アクチンフィラメントの光学像を示す。試料ス
テージを XY 方向に走査し、各ピクセル位置で蛍光を検出し画像化した。ローダミン染色し









せはとても重要である。図 5-5 にプローブを位置合わせするための光学系を示す。ND フィ
ルター(AND-25S, シグマ光機株式会社、大阪)によって減光させられたレーザー光はハーフ
ミラー(BSW10R, Thorlabs, Newton, NJ, USA)によって反射され、対物レンズによって基
板表面に集光される。集光されたレーザー光は CCD カメラ(IXon3, Andor Technology, 
Berfast, Northern Ireland)を用いて位置を確認することができる(図 5-6,a)。おおまかな位
置合わせとして、マイクロメーターヘッドを用いて AFM ヘッドが搭載されている光学顕微
鏡ステージを動かしカンチレバーの位置をレーザー集光点に合わせる。カンチレバーの位














られる。図 5-7 プローブを基板表面で、XY 方向に走査した時の散乱光分布像を示す。放射
状に偏光したレーザー光はプローブと強く相互作用し、単一のスポットとして観察された
(図 5-7, b)。プローブに対して横方向に偏光したレーザー光では、偏光方向に 2 つのスポッ












ができる。Höppener らは大きさの違う複数の金ナノ粒子をプローブへ取り付け 40 倍の蛍





す。プローブからの散乱光の計測は図 5-5 の光学系を用いて行った。1 つの金コロイドを取
り付けたプローブに比べてマルチコロイドプローブでは約 6 倍の散乱光を計測することが
できた。 
光還元銀粒子接着法では、エオシン Y 二ナトリウム塩  (エオシン、E63003, 
















・ チャンバー内に 1 × 10-3 M になるようにエオシンを加え、プローブを基板へ接触させる。 
・ 緑色レーザーを照射する。 
 







5.3.5 高速 AFM / 超解像光学顕微鏡同時観察 
金属修飾したプローブを高速 AFM に装着し、高速 AFM と超解像光学顕微鏡の同時観察
を行った。試料として直径 40 nm のニュートラアビジンコーティングされている蛍光ビー
ズ(F-8771, Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA )を使用した。観察バッファーは、
20 mM HEPES-KOH (pH 7.6), 100 mM KCl, 5 mM MgCl2を使用した。観察手順を以下に
示す。 
 
・ ガラス基板と 0.1 %アミノシランを 3 分間反応させる。 
・ 超純水で洗浄後、0.1 mg/ml のアミノ基反応性ビオチンを滴下し 3 分間インキュベート
する。 




ズの像を観察することができた(図 5-12)。図 5-12 (c)に光学像における白矢印で示したクロ
スセクションを示す。光学像において 47 nm 離れて隣接する蛍光ビーズを解像することが













照射して銀粒子を付着させたプローブを使用した。図 5-13 に蛍光ビーズの高速 AFM と光







































図 5-4 アバランシェフォトダイオードを使った光学イメージング 
基板に固定したローダミン染色アクチンフィラメントを観察した。(a) アバランシェフォ
トダイオードを用いて構築した蛍光像。ステージを XY 方向に走査して、各位置での蛍光を
計測し画像化した。1 ピクセルあたりの計測時間は 1.5 msec でレーザー光は画像に対して



























図 5-6 レーザースポットへカンチレバーの位置合わせ 




図 5-7 プローブによる電場分布を画像化 
上段はレーザー光の偏光方向、下段は散乱光分布像を示す。1 ピクセルあたりの計測時間
は 2.4 msec で銀コートプローブ(2 分間コーティング)を使用した。各画像におけるレーザー











図 5-9 マルチコロイドプローブから発せられる散乱光を計測。 
赤線はマルチコロイドプローブ、黒線は金コロイドを 1 つ取り付けたプローブによる散
乱光の距離依存性を示す。挿入図は金コロイドを 1 つ取り付けたプローブの散乱光の拡大




図 5-10 銀粒子還元法を用いて作成したプローブの電子顕微鏡像 






図 5-11 銀粒子プローブから発せられる散乱光を計測。 
赤線は銀粒子光還元法を用いたプローブ、黒線は銀コートプローブ(2 分コーティング)に
よる散乱光の距離依存性を示す。挿入図は、銀コートプローブの散乱光の拡大図を示す。




図 5-12 マルチコロイドプローブを用いた高速 AFM / 超解像光学顕微鏡同時観察 
同時取得した(a) AFM 像 、(b) 光学像と(c) 白矢印で示したクロスセクション。1 画像 19 





図 5-13 銀粒子プローブを用いた高速 AFM / 超解像光学顕微鏡同時観察 
同時取得した(a) AFM 像 、(b) 光学像と(c) 白矢印で示したクロスセクション。1 画像 3.5 
sec で取得した。4×4 ピクセルガウシアンフィルターを適応しノイズ除去を行った。光学










光学顕微鏡と高速 AFM では空間分解能に大きな隔たりがある。そのため、高速 AFM で
高い空間分解能でタンパク質を観察することができてもそれに伴う光学像の分解能が低い




プローブ先端に大きな電場を発生させることに成功した。開発した高速 AFM / 超解像光学
顕微鏡複合機を用いて、蛍光ビーズを観察した結果、時間分解能 3.5 秒で通常の光学顕微
鏡の空間分解能を大きく上回る 87 nm の分解能を達成することができた。この時間分解能
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